














Abstract:  The  freeze‐drying  of  complex  formulations,  such  as  liposomes,  is  challenging, 
particularly  if dispersions  contain  residual organic  solvents. This work aimed  to  investigate  the 
effects of possible protectants, namely sucrose, trehalose and/or poly(vinyl pyrrolidone) (PVP), on 
the  main  features  of  the  dried  product  using  a  1,2‐dipalmitoyl‐sn‐glycero‐3‐phosphocholine 
(DPPC)‐based liposomal dispersion prepared by ethanol injection and containing ethanol up to 6%, 
as  a  model.  The  interactions  among  vesicles  and  protectants  were  preliminary  screened  by 
Molecular  Dynamics  (MD)  simulations,  which  have  been  proved  useful  in  rationalizing  the 
selection of protectant(s). The  freeze‐drying protocol was based on  calorimetric  results. Overall 
data  suggested  a  stronger  cryo‐protectant  effect  of  trehalose,  compared  with  sucrose,  due  to 
stronger interactions with the DPPC bilayer and the formation of highly ordered clusters around 











Due  to  the  increasing  interest,  preparation  methods  have  been  evolving  from  conventional 






single  operation  with  the  concomitant  advantages  of  facilitating  transportation,  storage  and 
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prolonging shelf‐life. However, freeze‐drying can cause structural changes to liposomes as a result 
of  freezing  and  dehydration  stresses:  ice  crystals  can  damage  bilayer  membranes  through 
mechanical  stress, whereas water  removal  can  induce  fusion and/or aggregation phenomena  [3]. 
Therefore,  formulation design and  lyo‐cycle conditions should be specifically studied.  In general, 
adding cryo‐protectants and/or lyo‐protectants leads to effective preservation of the liposomes and 
allows  easy  reconstitution  of  the  lyo‐cake. According  to  literature  data,  the  choice  of  excipients 





Excipients  are  usually  selected  on  calorimetric  studies  focused  on  the  thermotropic  pattern  of 
phospholipids  in  their  presence.  Conversely,  few  examples  of  in  silico  rationalization  of  such 
excipient are available in the literature [5–7]. Since formulation and freezing parameters determine 





significant amounts of associated water molecules which only partially  freeze as  the  temperature 
decreases  [15]. Moreover, unfrozen aliquots of ethanol may boil during  the early primary drying 
phase, causing defects in the matrices [16], long process times and heterogeneous residual solvent 
levels  in  final products  [14]. However,  to  the best of our knowledge,  literature  reports  focus on 
biotherapeutics  and  very  few  data  are  available  on  freeze‐drying  liposomal  dispersion  in  the 
presence of organic solvents [3]. 
Here, we aimed to explore two aspects related to the freeze‐drying of a liposomal dispersion: 
the  first  is  to  assess  the usefulness of Molecular Dynamics  (MD)  simulations  into predicting  the 
protective  effect  of  auxiliary  excipients;  the  second  is  to  study  the  feasibility  to  freeze‐drying 
formulations in the presence of ethanol. 
A  liposomal  dispersion  made  of  1,2‐dipalmitoyl‐sn‐glycero‐3‐phosphocholine  (DPPC)  and 
cholesterol  (CHOL)  (70:30,  mol:mol  ratio)  was  prepared  by  the  ethanol‐injection  method.  This 
placebo and basic composition was used as a model to easily assess the thermotropic phase behavior 
of phospholipids  in  the presence of protectants. Moreover, DPPC  and CHOL bilayers  are  stable 
against  the ethanol  fluidifying effect  that may  favor  the premature vesicle  fusion  in  the  time gap 






(G). Cholesterol  (CHOL) was  purchased  from  Sigma‐Aldrich  (I). Trehalose was  purchased  from 
AppliChem GmbH  (G).  Sucrose was  obtained  from  Farmalabor  (I). Poly(vinyl  pyrrolidone) K12 
(PVP) was a gift from BASF (G). All solvents were of analytical grade, unless specified. 
2.2. Molecular Dynamics Simulations 
A  theoretical  70:30  DPPC:CHOL  model  bilayer  was  generated  starting  from  a  previously 
prepared DPPC  bilayer  equilibrated  through  a  100‐ns MD  simulation  at  300  K  at  the  constant 
pressure of 1 atm (NPT). In the DPPC bilayer, 30% of the DPPC molecules were randomly replaced 
with  CHOL  molecules.  The  obtained  bilayer  was  then  equilibrated  through  a  50‐ns  constant 
temperature and volume (NVT) MD simulation at 300 K. All molecules were in neutral form. The 
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Simulations were  performed  using NAMD  2.10  [19] with  CUDA®  support  on  a Microsoft 
Windows® PC assembled with off‐the‐shelf components. The force fields used are CHARMM 36 for 






Supplementary Materials  (Table  S1). Briefly, DPPC  and CHOL  in  the molar  ratio  of  70:30  (total 
concentration fixed at 25 mM) were dissolved in absolute ethanol. The system was heated at 55 °C 
(above the gel‐to‐liquid crystal phase transition temperature of DPPC) to improve the miscibility of 
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the phospholipid into the organic solvent. Then, 1 mL of ethanolic solution was loaded in a 21‐gauge 
syringe  and  injected  at  the  rate  of  1  mL/min  in  16  mL  of  MilliQ®  water,  kept  at  55  °C  and 
magnetically  stirred  at  300  rpm.  The  rate  of  injection was maintained  constant  by  pushing  the 











I). The  lipid  film was  rehydrated with MilliQ® water  for 1 h at 50  °C,  leading  to  the  formation of 






assessed both by dynamic  light  scattering  (DLS) and Nanoparticle Tracking Analysis  (NTA). For 
DLS,  samples diluted  1:10 with ultrapure water  (refractive  index:  1.345;  absorption:  0.010) were 
analyzed at 25 °C with a scattering angle of 173° using a Zetasizer (Nano‐ZS, Malvern Instrument, 
Worcestershire, UK). All the results are expressed on an average of three measurements, calculated 
on  average  of  11  runs.  NTA  analyses  were  carried  out  using  a  Nanosight  NS300  (Malvern 
Instrument, Malvern, Worcestershire, UK)  after  1:100,000  sample  dilution with  ultrapure water 
filtered with 0.2‐μm nylon filter. Analyses were performed at 25 °C, and results are expressed as the 
mean of three measurements. ζ‐potential of liposomes was assessed on the samples diluted 1:10 by 















further  for  30  min  under  the  same  conditions.  Since  the  presence  of  visible  aggregates  was 
considered an index of incompatibility among constituents, only clear dispersions were subjected to 
DLS. 









syringe,  for  which  the  plunger  was  put  in  contact  with  a  50‐N  load  cell  of  a  dynamometer 
(INSTRON 5965,  ITW Test and Measurement  Italia Srl, Pianezza,  Italy) and pushed at a constant 
speed of 1 mm/s, forcing the liposomal dispersion through a 50‐nm polycarbonate membrane fixed 
in  an  extruder  casing.  The  force  (N)  required  to move  the  syringe  plunger  (dependent  on  the 
resistance opposed  to vesicle penetration  through  the pores) was  registered  as  a  function of  the 








phospholipid hydrocarbon chains and  thereby  jeopardizes DSC  investigations  [24]. To assess also 






120 mL/min,  respectively.  The  system was  calibrated  using  an  indium  standard. All  data were 
treated with Stare System software Version 10.0 (Mettler Toledo). 
2.10. Freeze‐Drying 
To  tailor  the process parameters  of  freeze‐drying  [25],  the  glass  transition  temperature  of  a 












ensure  complete  freezing.  Two  different  temperatures were  set  in  the  primary  drying.  Samples 
containing 0.1% ethanol concentration were kept at −40 °C and 0.2 mbar for 48 h (method A, Table 1). 
Afterwards,  the  shelf  temperature was  increased  to  25  °C  at  the  rate of  1 K min−1  to  initiate  the 
secondary drying. The desorption phase was carried out over a 10‐h period. In case of samples at the 
highest ethanol content (i.e., 1 and 6%), the sublimation was carried out at −48 and −40 °C for 12 and 
Pharmaceutics 2020, 12, 530  6  of  15 
 
13 h, respectively (method B, Table 1). For the secondary drying, the temperature was increased to 25 









































































D  for sucrose and 1.67 ± 0.40 D  for  trehalose),  this seems more attributable  to a higher degree of 
order in the orientation of the dipole moments, the latter result is confirmed by an analysis of the 





for  the  trehalose  cluster  and  the  bilayer’s normal. Taken  together,  these  results  suggest  that  the 
cryoprotectant role of trehalose may be attributed to both its well‐known ability of forming a high 
number of hydrogen bonds with water molecules  [28] and  its ability of  forming a highly ordered 


















(300  K). A  qualitative  evaluation  of  the  calculated  ∆F,  slightly  higher  for  trehalose,  suggests  a 
stronger interaction (Figure 3a). 
SMD set 2 simulations were performed on a single  lipid  layer. System A  is composed of  the 
DPPC/CHOL monolayer,  PVP  (center  of mass  placed  at  a  distance  of  21  Å  from  the  bilayer’s 
midplane)  and  trehalose  layer  (center  of mass  placed  at  a  distance  of  20 Å  from  the  bilayer’s 
midplane), while System B is composed of the DPPC/CHOL monolayer and PVP only. Both systems 
were equilibrated through a 10‐ns MD simulation. 
After minimization,  simulations were  carried out  in  two phases: an  initial period of heating 
from 0 K to 300 K over 30,000 iterations (30 ps, i.e., 10 K/ps) and the monitored phase of 2 ns. During 
the monitored phase, all DPPC molecules except for 3 of them were removed. The 3 DPPC molecules 






of  trehalose with  the bilayer and  (b)  the process of pulling DPPC molecules  toward  the bilayer’s 
midplane, showing a stronger  interaction of DPPC with a trehalose/poly(vinyl pyrrolidone) (PVP) 
cluster rather than PVP alone. 
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As  in SMD  set 1,  free‐energy  calculations were performed  for both  systems using  Jarzynski 




suitable  to protect  the  liposome during  the process  than  the  single  components. To  confirm  this 














the  contribution of different amounts of  ethanol on  the  fluidity of  the membrane, which  in  turn 
affects  the  interaction with  the  excipients  and  the  stability  of  the membrane  upon  process  and 
storage  conditions, was  evaluated  by  a dynamometer  assisted  extrusion  assay. As  expected,  the 












frozen without  cryoprotectants  exhibited  an  increase  in  their  size  combined with  a  decrease  in 
homogeneity,  marked  by  a  remarkable  rise  in  the  PDI  value.  The  different  behaviors  can  be 
attributed to ethanol, which could remain uniformly entrapped as a liquid (Tf = −114 °C) in the solid 
microregions  upon  freezing  [14].  Concomitantly,  this  space  was  progressively  populated  by 
liposomes which, being dispersed in the solvent, reorganized without undergoing damages caused 
by freezing or cryo‐concentration. 
Therefore,  to  assess  the  efficiency  of  protectants,  thawing  experiments were  carried  out  on 
liposomes prepared by the thin‐film hydration method. The results reported  in Table 2 evidenced 
that  trehalose and sucrose at molar  ratio 1:5 were both able  to preserve  liposome  size. However, 




a  combination of  trehalose and  low  concentrations of PVP  is beneficial  to maintain homogeneity 
during freezing. 
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Table  2. Hydrodynamic diameter  (DH)  and polydispersity  index  (PdI)  of  liposomes prepared  by 
thin‐film  hydration  methods  after  thawing  in  the  presence  of  different  excipients  or  their 
combinations:  Disaccharide  and  DPPC  were  in  a  5:1  molar  ratio.  PVP  was  added  in  different 
percentages, m/v. 
Form ID  Composition  Before Freezing  After Thawing 
Disaccharide  PVP  Dh (nm)  PDI  Dh (nm)  PDI 
1  Trehalose  ‐  170 ± 1  0.04 ± 0.02  169 ± 9  0.14 ± 0.06 
2  Sucrose  ‐  171 ± 2  0.05 ± 0.03  200 ± 18  0.29 ± 0.03 
3  ‐  0.50  172 ± 1  0.03 ± 0.01  ‐*  ‐* 
4  ‐  0.75  171 ± 3  0.03 ± 0.02  ‐*  ‐* 
5  Trehalose  0.50  179 ± 2  0.10 ± 0.02  205 ± 9  0.15 ± 0.01 
6  Trehalose  0.75  176 ± 2  0.12 ± 0.01  >400  >0.4 








lamellar  (Lβ‘)  to  hexagonal  ripple  (Pβ‘)  phases  and  the  main  transition  (Tm)  showed  the 
transformation from Pβ‘ to the liquid crystalline (Lα) phase. As described previously, the addition of 
trehalose  as  well  as  PVP  to  both  sides  of  the  bilayers  did  not  modify  DPPC  pre‐transition 
significantly (one‐way ANOVA, p = 0.09) [33]. Conversely, trehalose modified the symmetry of the 























‐  ‐  3.21 ± 0.96  34.16 ± 0.40  35.39 ± 0.19  55.54 ± 0.33  41.39 ± 0.02  41.82 ± 0.03 
Trehalose  Trehalose  4.88 ± 0.23  33.94 ± 0.47  35.69 ± 0.47  62.55 ± 1.41  40.89 ± 0.32  41.59 ± 0.16 
PVP  PVP  ‐  ‐  ‐  36.36 ± 0.44  41.51 ± 0.08  41.95 ± 0.09 
Water  PVP/trehalose  1.94 ± 0.21  35.23 ± 0.40  36.26 ± 0.04  40.92 ± 0.46  41.40 ± 0.02  41.96 ± 0.15 
Trehalose  PVP/trehalose  4.63 ± 0.06  35.01 ± 0.22  36.47 ± 0.31  36.48 ± 1.86  41.59 ± 0.04  41.90 ± 0.19 
PVP/trehalose  PVP/trehalose  4.65 ± 0.79  35.83 ± 0.15  37.35 ± 0.19  42.69 ± 0.97  41.87 ± 0.10  42.12 ± 0.12 
After  the polymer  addition,  the Tm  enthalpy massively decreased  (Table  3).  In general,  this 
variation may  indicate  the  suppression  of  cohesive  interactions  between  adjacent  phospholipid 
molecules.  Regarding  DPPC,  Savva  et  al.  suggested  that  not  only  PVP  interacts  with  polar 






3). Consequently,  trehalose mitigates the effect of PVP on  the DPPC bilayer. This  is confirmed by 










Table  4.  Glass  transition  of  the  freeze‐concentrated  (Tg’)  solution  of  trehalose,  PVP,  and  the 
combination thereof in the presence of different ethanol contents. 
% Ethanol  Tg’ (°C) Trehalose  PVP  Mixture 
0  −28.53 ± 1.44  −28.32 ± 0.68  −27.63 ± 0.06 
0.1  −29.35 ± 1.52  −32.48 ± 0.48  −30.17 ± 1.10 
1  −35.42 ± 1.53  −47.98 ± 3.16  −45.04 ± 0.86 





product  [37,38].  Hence,  in  a  preliminary  study,  all  formulations  were  subjected  to  the  same 
freeze‐drying cycle (method A, Table 1) and no macroscopic collapse was observed. However, up to 
1% ethanol,  the  finished product “blew out” of  the vial  (“product ejection”) probably because of 
poor cohesion within the cake and solvent vapor pressure upon sublimation [16]. In all other cases, 









In  the  residual moisture  content measured by Karl Fischer,  titration was  in  the  2–3%  range 
without  significant  variations  among  formulations.  Independently  of  their  appearance,  these 
samples were  reconstituted  in water and  the size was evaluated by DLS and NTA analysis  if no 
visible  aggregates were  present. As  expected,  after  rehydration  of  freeze‐dried  liposomes  in  the 
absence  of  protectants,  both  the  size  and  the  PDI  were  massively  increased,  suggesting  that 
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aggregation and/or fusion occurred during lyophilization. In the presence of protectants, liposome 






6%  residual  ethanol  presented  visual  aggregates  upon  reconstitution,  and  therefore,  a  different 
protocol was defined (method B, Table 1). 
However, the maintenance of the shelf temperature at −48 °C during the primary drying caused 
















DH (nm)  PDI  DH (nm)  PDI 
0  5:1  ‐  170 ± 1  0.04 ± 0.02  286 ± 24  0.38 ± 0.03 5:1  0.5  185 ± 1  0.12 ± 0.03  261 ± 4  0.20 ± 0.02 
0.1  5:1  ‐  112 ± 0  0.14 ± 0.12  213 ± 14  0.39 ± 0.00 
5:1  0.5  173 ± 2  0.28 ± 0.00  194 ± 16  0.30 ± 0.01 
1.0  5:1  ‐  118 ± 1  0.16 ± 0.00  216 ± 51  0.48 ± 0.20 
5:1  0.5  125 ± 0  0.22 ± 0.00  266 ± 22  0.39 ± 0.06 
6.0  5:1  ‐  158 ± 2  0.25 ± 0.01  512 ± 133  0.53 ± 0.14 5:1  0.5  158 ± 2  0.23 ± 0.02  484 ± 368  0.48 ± 0.26 
In fact, the particle size distribution by  intensity registered by DLS  in a reconstituted sample 
revealed that most of the liposomes maintained the same dimension and lamellarity as that before 
freeze‐drying  (DH: 126  ±  6;  intensity: 72%). However,  the distribution was bimodal with 18%  (in 
intensity) of aggregates with a particle  size of almost 1000 nm  (Figure S4). Nevertheless,  the  last 





on  the product  stability,  it  can be  assumed  that  the  slow  ramp of  the  shelf  temperature  toward 
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Figure  5. Particle  size distribution  from Nanoparticle Tracking Analysis  (NTA) measurements of 
resuspended liposomes in the presence of trehalose (black line) and the combination of trehalose and 
PVP (grey line) after freeze‐drying (method B) dispersions with 6% v/v ethanol content: This profile 








sublimation phase,  can  be  counterweighted  by  the  variation  of  temperature during  the primary 
drying and the heating ramp rate towards secondary drying. Regarding the design of formulation, 
the  combination  of  two  excipients  approved  for  parenteral  administration  was  effective  in 
preserving  liposome  structure  upon  reconstitution  of  final  freeze‐dried  products with  adequate 
morphology, irrespective of the ethanol content. 
In  conclusion,  although  further  studies  on  a  wider  range  of  liposomal  formulations  are 
required,  this work  reports a proof of concept on  lyophilization of DPPC  liposomes prepared by 
ethanol  injection, avoiding  the  intermediate step of solvent evaporation and,  thus, decreasing  the 





the main physicochemical properties of  formulation prepared by ethanol  injection  (E1–E11) or  the  thin‐film 
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